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                     RIASSUNTO 
 
La Nicchia Emopoietica è uno spazio del midollo osseo in cui risiedono le 
cellule staminali ematopoietiche (HSCs). La nicchia si divide in due zone 
distinte, ma ugualmente connesse: la prima nella quale è l’osteoblasto a 
svolgere un ruolo primario (Nicchia Osteoblastica); la seconda dove invece 
predominano le cellule endoteliali ed è stata perciò denominata Nicchia 
Vascolare. 
 
Il destino delle HSCs è stabilito anche da fattori rilasciati localmente dal 
microambiente midollare: i suoi precursori (le HPCs) possono rimanere 
nella nicchia in uno stato di quiescenza per lungo tempo oppure possono 
proliferare, o ancora possono differenziarsi generando cellule mature che 
raggiungono il circolo periferico. 
 
Nel midollo osseo, oltre alle cellule ematopoietiche, vi sono le cellule 
mesenchimali stromali (MSCs) che sono dotate di un grande potenziale 
differenziativo a livello scheletrico. 
 
Recentemente è stato possibile isolare da midollo osseo umano delle cellule 
ritenute precursori mesenchimali: le MPCs. Queste inoltre, in presenza di 
Vascular endothelial growth factor (VEGF), differenziano direttamente in 
cellule endoteliali; ciò è testimoniato dalla formazione di strutture 
capillariformi in vitro. È emerso anche che la sede primaria di 
localizzazione midollare di tali cellule è rappresentata dalla Nicchia 
Vascolare, mentre solo raramente sono riscontrate a livello del periostio 
(Nicchia Osteoblastica). 
 
Il Mieloma Multiplo è una patologia neoplastica plasmacellulare, il cui 
quadro clinico è aggravato, nella maggioranza dei casi, da lesioni 
osteolitiche. È plausibile ritenere che nella malattia mielomatosa possa 
esservi un’alterazione che coinvolga la Nicchia e le cellule che ne fanno 
parte, vale a dire le cellule mesenchimali stromali (precursori di molte 
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popolazioni cellulari), o i suoi progenitori, le MPCs (Mesodermal 
Progenitor Cells).  
 
Questo studio ha lo scopo di indagare come agisce il Bortezomib, un 
farmaco indicato nella terapia del Mieloma Multiplo, sulle popolazioni 
mesenchimali sopraccitate in pazienti non mielomatosi. Lo studio si 
propone inoltre di approfondire le dinamiche della Nicchia e del 
microambiente midollare in modo da poter comprendere le alterazioni 
cellulari che possono far luce sulla patogenesi del Mieloma Multiplo e delle 
lesioni ossee. 
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INTRODUZIONE 
 
Il Mieloma Multiplo  
 
Definizione, eziologia ed epidemiologia 
 
Il Mieloma Multiplo (MM) è una proliferazione neoplastica di un singolo 
clone di plasmacellule, ad elettiva localizzazione midollare, che produce 
elevate quantità d’immunoglobuline ed è responsabile di una sintomatologia 
multiforme [4]. Noto anche come “Malattia di Kahler-Bozzolo”, è stato per 
la prima volta descritto nel 1848. 
L'aggettivo multiplo che segue il termine di mieloma si riferisce al fatto che 
le plasmacellule maligne hanno la tendenza a raggrupparsi nel midollo 
(raramente in altri organi e tessuti), dando origine a focolai di malattia che 
possono portare ad un indebolimento delle ossa. 
La causa del MM è sconosciuta. Alcuni studi hanno però dimostrato che la 
malattia ha una frequenza diversa nelle varie regioni del mondo e nei 
differenti gruppi etnici, perciò è probabile che esista una certa 
predisposizione genetica (l’incidenza più elevata è stata osservata nei 
maschi d’origine africana). 
Sicuramente NON è una malattia ereditaria, trasmessa cioè da padre a 
figlio.  
Molti fattori ambientali sono fortemente sospetti per avere un ruolo, se non 
causale, sicuramente importante nell'origine di questa malattia e fra questi ci 
sono: 
 le radiazioni ionizzanti (il MM è più frequente nei sopravvissuti alle 
bombe atomiche, specialmente nei soggetti che avevano subito l'irradiazione 
con le dosi maggiori); 
 e le sostanze derivate dal petrolio. 
Numerose altre sostanze chimiche cui sono esposti molti soggetti 
nell'ambiente di lavoro sono state implicate. 
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Il MM è una malattia che colpisce prevalentemente gli adulti con una 
maggiore prevalenza nel sesso maschile. 
Secondo i dati diffusi dall'Associazione Italiana Ricerca sul Cancro (AIRC), 
in Italia in media vengono diagnosticati ogni anno 9,5 nuovi casi ogni 
100.000 uomini e 8,1 nuovi casi ogni 100.000 donne. L’età media alla 
diagnosi è di 68 anni. Circa il 2% dei pazienti all’esordio ha meno di 40 
anni, mentre il 38% dei pazienti ha un'età superiore a 70 anni. 
 
Meccanismi patogenetici 
 
Nello sviluppo della malattia mielomatosa interviene un processo in cui 
possono essere riconosciuti due momenti fondamentali: l’iniziazione, in cui 
un clone plasmacellulare acquisisce un’alterazione genetica primaria, e la 
progressione, nella quale la complessità ed il numero delle alterazioni che 
interessano il clone cellulare aberrante aumentano [14]. 
Essendo cospicua la varietà dell’anomalie cromosomiche riscontrate, è 
opportuno ritenere che l’instaurarsi di un clone plasmacellulare aberrante sia 
un processo multistep, durante il quale si accumulano i diversi difetti 
cromosomici. 
 
Stratificazione del rischio 
 
Nella diagnosi di MM, prima di intraprendere qualsiasi tipo di trattamento, è 
indispensabile valutare l’aggressività della malattia per impostare la terapia 
più adeguata. È opportuno quindi fare una stratificazione del rischio di 
malattia. Le varie classi di rischio (Standard, Intermedio ed Alto), introdotte 
nel 2004, sono correlate con le diverse aberrazioni genetiche del clone 
mielomatoso  (Tabella n°1) [18]. 
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Tabella n°1: Rischio d’evoluzione in MM del Mieloma Asintomatico 
RISCHIO NUMERO 
DI 
FATTORI 
RISCHIO 
ASSOLUTO 
A 5aa 
RISCHIO 
ASSOLUTO 
A 10aa 
Basso 1 25% 50% 
Intermedio 2 50% 65% 
Alto 3 75% 85% 
 
 
Quadro sintomatologico 
 
I sintomi variano da paziente a paziente e possono essere confusi con altre 
patologie (Tabella n°2). Negli stadi iniziali difficilmente si riscontrano 
sintomi di rilievo e molto spesso il MM è diagnosticato in modo casuale a 
seguito di un esame del sangue eseguito di routine che mostra la presenza 
d’alterazioni del quadro proteico. In questa fase il MM, caratterizzato dalla 
sola presenza di una componente monoclonale nel sangue o nelle urine, in 
assenza di segni o sintomi di danno d’organo, è definito asintomatico. 
Man mano che la malattia progredisce compaiono i disturbi sistemici e il 
Mieloma diviene sintomatico. 
I principali problemi medici correlati al Mieloma sono rappresentati dal 
2001 con un nuovo sistema di classificazione: il C.R.A.B. 
 C (calcium level): ipercalcemia, con valori di calcio superiori a 11.5 mg/dl; 
 
 R (renal failure): insufficienza renale, con valori di creatinina sierica 
superiori a 1.73 mmol/l (o > 2 mg/dl) o una clearance della creatinina 
inferiore a 40 ml/min; 
 
 A (anemia): anemia normocromica, normocitica, con valore d’emoglobina 
inferiore a 10 g/dl; 
 
 B (bone lesion): lesioni ossee come lesioni litiche, osteopenia severa o 
fratture patologiche.  
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L’Ipercalcemia è conseguente all’esteso danno osseo indotto dalle 
plasmacellule e determina un quadro clinico caratterizzato da sonnolenza, 
debolezza muscolare, alterazioni del ritmo cardiaco, stitichezza e 
disidratazione. 
 
La Compromissione Renale il più delle volte è asintomatica, e viene 
scoperta con gli esami del sangue senza che il paziente presenti specifici 
disturbi. Pur essendo clinicamente silente, in assenza di opportuni 
trattamenti l’insufficienza renale è destinata a peggiorare, costituendo così 
una temibile conseguenza della malattia. 
 
Il Quadro Anemico si manifesta con una sintomatologia sistemica che 
comprende il pallore, l’astenia, l’affaticabilità, la dispnea da sforzo e le 
palpitazioni.  
 
Il Dolore Osseo è il sintomo più comune. Più frequentemente è localizzato 
nella colonna vertebrale (66% dei casi), anche se può interessare qualunque 
segmento scheletrico del corpo, come le coste (44%), il cranio (41%), la 
pelvi (28%), i femori (24%), le clavicole (10%) e le scapole (10%). Il dolore 
è frequentemente associato alla presenza di una frattura patologica, dovuta 
all’indebolimento localizzato dell’osso stesso da parte della malattia. In 
alcuni casi il dolore osseo può accompagnarsi ad un dolore di tipo nervoso, 
come nella sciatica, dovuto allo schiacciamento dei nervi da parte delle 
strutture ossee fratturate.  
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Altri segni e sintomi sono:  
 
 la Trombocitopenia che si manifesta con un aumento d’ecchimosi, porpora, 
epistassi e un sanguinamento eccessivo dopo i traumi;  
 
 le Infezioni, favorite dalla neutropenia e dal deficit immunoglobulinico;  
 
 la Sindrome da Iperviscosità che è presente in circa il 4-10% dei pazienti 
ed è caratterizzata da manifestazioni neurologiche (astenia, anoressia, 
cefalea, vertigini, sonnolenza) e manifestazioni emorragiche (epistassi, 
gengivorragia, ematuria, melena, menometrorragia). È provocata da un 
eccessiva quantità d’immunoglobuline nel sangue;  
 
 la Sintomatologia Neurologica del Mieloma comprende: la compressione 
del midollo spinale e delle radici nervose, la meningite mielomatosa, la 
sindrome del tunnel carpale (dovuta ai depositi d’amiloide) e la 
polineuropatia sensitivo-motoria. 
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Tabella 2: Sintomi principali del Mieloma Multiplo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Effetti Cause Sintomi 
Anemia Diminuzione del numero dei 
globuli rossi nel sangue 
♦ Stanchezza, 
pallore 
Alto livello della 
componente 
monoclonale nel 
sangue e/o nelle 
urine 
Immunoglobuline anomale 
rilasciate nel sangue e nelle 
urine (Bence Jones) 
♦ Incremento della 
viscosità del 
sangue 
♦ Possibile danno 
renale 
Danno dell’osso: 
♦ Rarefazione 
ossea 
♦ Osteolisi/fratture 
Attivazione delle cellule che 
distruggono l’osso 
(osteoclasti), e inibizione di 
quelle che riparano l’osso 
danneggiato (osteoblasti) 
♦ Dolori ossei 
♦ Fratture 
spontanee 
♦ Crolli vertebrali 
Alti livelli di 
calcio nel sangue 
Rilascio di calcio nel flusso 
sanguigno da parte delle ossa 
danneggiate 
♦ Confusione 
mentale 
♦ Disidratazione 
♦ Stitichezza 
♦ Stanchezza 
Riduzione della 
normale funzione 
del sistema 
immunitario 
♦ Ridotta produzione di 
anticorpi 
♦ Ridotta produzione di 
globuli bianchi 
♦Predisposizione 
alle infezioni 
♦ Guarigione lenta 
delle infezioni 
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Diagnosi 
 
Un sospetto di MM viene riscontrato tutte le volte che è presente un picco 
monoclonale all’elettroforesi delle proteine sieriche. Tuttavia, non tutti i 
picchi monoclonali che vengono evidenziati a livello elettroforetico sono 
determinati dal MM, ma possono invece essere associati ad altre malattie 
ematologiche ugualmente caratterizzate da un disordine plasmacellulare, 
definite Discrasie Plasmacellulari (Tabella n°3). Pertanto, per la diagnosi 
di certezza di MM sono necessari alcuni esami di laboratorio e strumentali 
che permettono la conferma diagnostica e la stadiazione della malattia. 
È fondamentale un’indagine diagnostica quanto più completa ed ampia 
possibile. 
La diagnosi di Mieloma fa affidamento a dei criteri suddivisi in Maggiori e 
Minori. 
 
I Criteri Maggiori sono: 
 Presenza di un plasmocitoma alla biopsia di una lesione ossea o dei tessuti 
molli sospetta; 
 Quota di plasmacellule all’esame citomorfologico dell’aspirato midollare > 
30%; 
 Concentrazione di componente monoclonale sierica IgG > 3.5 gr/dl o IgA > 
2 gr/dl oppure concentrazione urinaria della componente monoclonale > 1 
gr/24 ore (proteinuria di Bence-Jones, BJ). 
 
I Criteri Minori sono: 
 Quota di plasmacellule all’esame citomorfologico dell’aspirato midollare 
10-30%; 
 Concentrazione di componente monoclonale sierica IgG < 3.5 gr/dl o IgA < 
2 gr/dl oppure concentrazione urinaria della componente monoclonale < 1 
gr/24 ore (proteinuria di Bence-Jones, BJ). 
 Presenza di lesioni osteolitiche (almeno 1); 
 Riduzione del valore delle immunoglobuline normali (IgG < 0.6 gr/l, IgA < 
0.1 gr/l, IgM < 0.05 gr/l). 
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Per definire un paziente come affetto da MM occorre la presenza almeno di 
1 criterio maggiore e di 1 criterio minore, oppure la positività di 3 criteri 
minori. 
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Tabella 3. Classificazione delle discrasie plasmacellulari  
 
 
CATEGORIA 
 
 
SINTOMI 
 
 
 
 
MALATTIA 
 
 
COMMENTI 
 
 
 
Gammopatia 
monoclonale 
d’incerto significato 
Asintomatico                
di solito non 
progressiva 
Associata a neolplasie 
non linforeticolari 
Soprattutto carcinomi 
della prostata, rene, 
tratto GI, mammella ed 
albero biliare 
  Associata a condizioni 
infettive ed 
infiammatorie croniche 
Colecistite cronica, 
osteomielite, TBC, 
pielonefrite, AR 
  Associata a vari altri 
disordini 
Lichen myxedematosus, 
epatopatie, 
tireotossicosi, anemia 
perniciosa, miastenia 
gravis, malattia di 
Gaucher, 
ipercolesterolemia 
familiare, sarcoma di 
Kaposi 
   Si manifesta in persone 
apparentemente sane; 
incidenza correlata 
all’età 
Discrasie 
plasmacellulari 
Sintomatichepr
ogressive 
Macroglobulinemia IgM 
Maligna  Mieloma multiplo IgG, IgA, solo catene 
leggere (Bence Jones), 
IgD, IgE, non secretorie 
  Amiloidosi sistemica 
primitiva non congenita 
Generalmente associata 
a catene leggere (Bence 
Jones), occasionalmente 
immunoglobulina 
completa (IgG, IgA, 
IgM, IgD) 
  Malattia delle catene 
pesanti 
Malattia delle catene 
pesanti IgG (catene-γ)                                        
Malattia delle catene 
pesanti IgA (catene- α)                                      
Malattia delle catene 
pesanti IgM (catene- µ)                                        
Malattia delle catene 
pesanti IgD (catene-δ) 
Discrasia 
plasmacellulare 
transitoria 
  Associata ad allergia a 
farmaci, infezioni virali 
e chirurgia cardiaca 
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Regimi Terapeutici 
 
Il trattamento del MM ha fatto enormi passi in avanti in questi ultimi anni. 
Nel 1962 gli studi di Bergsagel et al. affermarono che L-fenilalanina 
mostarda (Melphalan) può indurre la remissione di malattia in un terzo dei 
pazienti con MM. 
Nel 1967 Salmon et al. scoprirono che alte dosi di Glucocorticoidi possono 
indurre la remissione in pazienti con MM refrattario o recidivante. 
Gli studi di Alexanian et al. nel 1969 osservarono invece, che la terapia di 
combinazione fra Melphalan e Prednisone dava risultati migliori rispetto 
alla terapia con solo Melphalan. 
Nel 1986 sono stati condotti i primi studi clinici che hanno valutato la 
terapia ad alte dosi con trapianto autologo di cellule staminali sia in singolo 
che in doppio, ma è soltanto del 1996 il primo studio comparato con la 
chemioterapia standard che ha mostrato i benefici del trapianto. 
Negli ultimi dieci anni sono emersi degli agenti efficaci per il trattamento 
del MM, come il Talidomide, il Lenalidomide (nome commerciale 
Revlimid) ed il Bortezomib (nome commerciale Velcade) che hanno 
prodotto risultati spettacolari in combinazione con gli altri agenti noti, in 
termini di tasso di risposta completa, sopravvivenza libera da progressione 
e, più recentemente di sopravvivenza globale [21].  
Per scegliere il trattamento più idoneo in un paziente con MM sintomatico 
dobbiamo prima di tutto considerare l’età, la presenza di possibili 
comorbidità e valutare le aspettative di vita del paziente (fig. 1).  
 
 
              Fig 1- Obiettivo della terapia in rapporto all’età 
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Il paziente viene considerato giovane se ha un’età < 65 aa o assimilato al 
giovane se ha un’età < 70aa ed è privo di comorbidità. La strategia di prima 
scelta in questo gruppo di pazienti è sicuramente rappresentata dal trapianto 
autologo di HSCs preceduto dall’infusione di Melphalan ad alte dosi come 
terapia di condizionamento. La terapia di preparazione al trapianto di cellule 
staminali è attualmente associabile ad i seguenti schemi: 
 Talidomide e Desametasone (TD); 
 Bortezomib/Velcade, Talidomide e Desamentasone (VTD); 
 Lenalidomide (Revlimid) e Desametasone (RD). 
 
In questo contesto i nuovi farmaci sono stati impiegati allo scopo di: 
 massimizzare il controllo della malattia prima del trapianto di HSCs; 
 consolidare e migliorare le risposte ottenute con il trapianto di HSCs; 
 prolungare la durata di remissione e, conseguentemente, della 
sopravvivenza. 
 
Per quanto riguarda invece il paziente anziano (70-75 aa) o non eleggibile a 
trapianto di HSCs attualmente gli schemi terapeutici più utilizzati sono: 
 Melphalan, Prednisone e Talidomide (MPT); 
 Melphalan, Prednisone e Velcade (MPV); 
 Melphalan, Prednisone e Revlimid (MPR) [3] 
 
Tra le nuove scelte chemioterapeutiche, l’inibitore reversibile del 
proteosoma, Bortezomib (PS-341 o MLN-341), rappresenta una delle 
opzioni più valide per il peculiare meccanismo d’azione, per gli effetti sui 
diversi aspetti patogenetici della malattia mielomatosa e per i risultati clinici 
ottenuti [5]. Il Bortezomib (fig. 2) è altamente selettivo; si dimostra infatti 
1500 volte più selettivo per il proteosoma rispetto al secondo enzima target. 
La cinetica d’inibizione è stata valutata in vitro e Bortezomib si dissocia dal 
proteosoma con un t1/2 di 20 minuti, dimostrando così che l’inibizione del 
farmaco è reversibile. 
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Fig. 2- Struttura chimica del Bortezomib. 
 
Il proteosoma 26S (da 1500 a 2000 kd) è un complesso multienzimatico di 
forma cilindrica, presente in tutte le cellule eucariote e responsabile della 
degradazione della maggior parte delle proteine intracellulari [6,24]. È 
formato da più subunità: una centrale (20 S) con attività catalitica e due 
subunità regolatorie (19 S) agli estremi. La subunità 20 S, che rappresenta il 
core centrale, è costituita da quattro anelli: due più esterni formati da 
subunità α e due anelli più interni costituiti da subunità β (fig. 3).  
 
Fig. 3 - Struttura del proteosoma 26 S. Il core del proteosoma è rappresentato dalla 
subunità 20 S che possiede attività catalitica; agli estremi si posizionano le due subunità 19 
S, con funzione regolatoria. 
 
Un’ordinata programmazione delle proteine da degradare è necessaria per il 
corretto funzionamento cellulare ed essa viene eseguita in tre fasi: 
 nella prima fase la cellula ricorre ad un sistema di etichettatura della 
proteina da eliminare, utilizzando un polipeptide chiamato Ubiquitina; 
 nella seconda fase la proteina poli-ubiquitinata viene riconosciuta dalla 
subunità 19S del proteosoma, la quale stacca la catena poliubiquitinica, 
dispiega la proteina da degradare e la invia al core centrale del proteosoma; 
 qui la proteina bersaglio viene degradata (fig. 4). 
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Fig. 4- Il processo di ubiquitazione 
 
 
 
 22 
Nelle cellule neoplastiche, il proteosoma è anche implicato nei meccanismi 
che sottendono la crescita neoplastica, l’apoptosi, l’angiogenesi e la 
diffusione metastatica, rappresentando quindi un nuovo potenziale bersaglio 
terapeutico [2,20]. Un aumento dell’attività del proteosoma è stata infatti 
documentata sia nel MM che in altre neoplasie [23]. Non a caso, il 
Bortezomib ha mostrato un’attività sorprendente contro le cellule di MM dal 
momento che questo farmaco inibisce in maniera reversibile l’attività del 
proteosoma. Ciò porta ad una diminuzione della proliferazione delle cellule 
tumorali, induce l’apoptosi delle cellule primarie mielomatose ed inoltre 
inibisce il legame di queste con le cellule stromali del midollo osseo [17].  
La lista delle proteine target che vengono controllate dal sistema ubiquitina-
proteosoma comprende cicline, chinasi ciclino-dipendenti, inibitori delle 
chinasi ciclino-dipendenti, oncogeni, tumor suppressor genes, oltre che 
attivatori ed inibitori di fattori trascrizionali [6, 13, 22]. 
In particolare, il proteosoma svolge un ruolo fondamentale nell’attivazione 
del fattore di trascrizione nucleare nuclear factor kB (NF-κB) che è 
coinvolto nelle reazioni cellulari in risposta a diverse situazioni: stress, 
citochine, stimoli immunitari da patogeni. In assenza di sollecitazioni, tale 
fattore si trova nel citoplasma complessato ad una proteina inibitoria (IκB) 
che ne impedisce la migrazione nel nucleo. In presenza di stimoli 
appropriati, l’IκB viene degradata: in questa maniera NF-κB trasloca nel 
nucleo dove si lega a specifiche sequenze di DNA stimolando la trascrizione 
genica. Un’attivazione costitutiva della via NF-kB è un meccanismo di 
resistenza ai chemoterapici osservato sia in neoplasie solide che 
ematologiche [12]. L’attività di NF-kB sulla crescita cellulare e sulla 
chemioresistenza e la sua attività antiapoptotica lo rendono un target ideale 
per gli agenti antineoplastici. Infatti il Bortezomib indurrebbe l’apoptosi 
cellulare attraverso la stabilizzazione citoplasmatica di IκB ed il blocco 
della traslocazione di NF-κB. La diminuzione della trascrizione, NF-κB 
dipendente, di geni correlati alla sopravvivenza cellulare, proliferazione, 
invasione, metastatizzazione e vasculogenesi potrebbe spiegare gli effetti 
terapeutici descritti in letteratura [10]. 
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Un altro importante substrato del proteosoma è il sistema p53/MDM2. La 
p53 è una proteina ad emivita molto breve presente in basse quantità nelle 
cellule. Diversi stress cellulari inducono accumulo di p53 e questa, in base 
al danno indotto sul DNA, induce arresto del ciclo cellulare o meccanismi di 
riparazione od apoptosi. Tuttavia, l’accumulo di p53 aumenta l’espressione 
di MDM2 che a sua volta ubiquitina p53 e la rende suscettibile alla 
degradazione proteosomica. Quindi, attraverso l’impiego di un inibitore del 
proteosoma potrebbe essere possibile salvaguardare la via di p53 e favorire i 
meccanismi riparativi o l’apoptosi delle cellule che hanno subito un danno 
del DNA [1]. 
Il sistema ubiquitina-proteosoma regola anche le cicline e le proteine 
regolatorie del ciclo cellulare CKI (cyclin-dependent kinase inhibitor), 
regolando quindi la progressione del ciclo cellulare. In particolare, gli 
inibitori del proteosoma inducono accumulo delle chinasi ciclino-dipendenti 
p21 e p27 determinando l’arresto del ciclo cellulare. 
 
I risultati di studi clinici e preclinici dimostrano che le linee cellulari di MM 
sono da 20 a 40 volte più sensibili all’apoptosi indotta dagli inibitori del 
proteosoma rispetto alle cellule mononucleate periferiche di pazienti sani 
[10]. 
Ci sono sempre più prove che suggeriscono che il Bortezomib possa 
modificare il microambiente del midollo osseo nel MM. Infatti il maggior 
effetto del farmaco nel ridurre la massa tumorale in vivo avviene quando le 
cellule sono all’interno del midollo osseo, non in siti extra-ossei (come per 
esempio la milza) [7]. 
 
Studi clinici e preclinici dimostrano che gli inibitori del proteosoma possono 
aumentare il numero degli osteoblasti e quindi determinare una maggiore 
stimolazione nella formazione ossea.  
È stato ipotizzato che il farmaco aumenti la formazione ossea in vivo grazie 
alla stimolazione di BMP-2 da parte degli osteoblasti. La BMP infatti, 
svolge un ruolo diverso dagli altri fattori che regolano la crescita dell’osso, 
in quanto agisce prevalentemente sugli osteoblasti in modo autocrino per 
promuovere ulteriormente la differenziazione [8]. 
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Possiamo quindi supporre che il farmaco stimoli direttamente la 
differenziazione osteoblastica. In alternativa, la rapida apoptosi delle cellule 
MM indotta dal Bortezomib e la loro rimozione dal midollo osseo potrebbe 
portare ad un recupero della differenziazione degli osteoblasti con un 
aumento del numero di queste cellule, come dimostra anche l’aumento dei 
livelli di fosfatasi alcalina ossea nei pazienti con MM che rispondono a 
terapia [9]. 
Alcuni studiosi hanno anche ipotizzato che il Bortezomib possa influenzare 
la differenziazione degli osteoblasti attraverso l’alterazione del segnale della 
vitamina D, cioè bloccando la degradazione del suo recettore (VDR). Non a 
caso un alto tasso di carenza di vitamina D è stato riscontrato nei pazienti 
con Mieloma. Inoltre è stato osservato che la supplementazione di vitamina 
D nei pazienti con Mieloma trattati con questo farmaco è cruciale per una 
formazione ossea ottimale [11]. 
È anche interessante notare come il trattamento con Bortezomib dei pazienti 
con MM sia associato a ridotti livelli di DKK1 e RANKL circolanti, che 
sono fattori criticamente coinvolti nella malattia ossea. Il DKK1, o dickkopf 
(un inibitore solubile della via di Wnt β catenina-dipendente) gioca un ruolo 
critico nella regolazione dell’osteoblastogenesi sia in condizioni fisiologiche 
che patologiche. L’attivazione della via canonica di Wnt è essenziale per un 
corretto sviluppo osseo. Utilizzando modelli di topi transgenici, diversi 
laboratori hanno dimostrato che la perdita di β catenina inibisce lo sviluppo 
dell’osteogenesi durante l’embriogenesi mentre negli adulti porta alla 
diminuzione del numero degli osteoblasti e all’aumento del numero degli 
osteoclasti. Questa proprietà pone il Bortezomib come il farmaco principale 
della terapia del MM, dal momento che gli altri farmaci usati, come il 
Talidomide, il Lenalidomide ed in particolare i Glucocorticoidi invece 
attivano il DKK1 negli osteoblasti. Ciò spiega quindi, l’osteoporosi indotta 
da un’esposizione cronica a corticosteroidi [16]. 
Il RANKL invece è coinvolto nella stimolazione dell’attività degli 
osteoclasti ed è aumentato nel MM. Oltre ad inibire il RANKL, il 
Bortezomib inibisce la differenziazione degli osteoclasti attraverso un 
meccanismo associato all’inibizione dell’attività di NF-kB nei precursori 
osteoclastici.  
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Il Bortezomib quindi aumenta la massa ossea agendo in maniera 
contemporanea sia stimolandone la formazione che sopprimendone il 
riassorbimento [15]. 
 
Il Bortezomib è anche in grado di ridurre la neoangiogenesi che è 
sicuramente uno dei fattori di progressione nel MM. In questo senso, oltre ai 
precedenti studi che hanno dimostrato la capacità del Bortezomib di ridurre 
la produzione di VEGF e IL-6 (fondamentali per innescare la formazione 
dei vasi sanguigni), recenti osservazioni con la tecnica RT-PCR hanno 
evidenziato come il Bortezomib riduca la trascrizione anche di altri fattori 
pro-angiogenetici come: insulin-like growth factor I (IGF-1), angiopoietina I 
e II. L’IGF-1 è un fattore angiogenico che agisce sia direttamente attraverso 
l’attivazione del recettore IGF-1 che indirettamente attraverso un’up-
regolazione dell’espressione del gene VEGF. L’Ang-1 e Ang-2 invece sono 
fondamentali per la germinazione di nuovi vasi ma anche come fattori di 
sopravvivenza dal momento che inibiscono l’apoptosi. Ang-1 infatti 
promuove la germinazione in presenza di VEGF, induce la ramificazione a 
rete tipica dei vasi maturi e stabilizza le interazioni perivascolari delle 
cellule endoteliali. Ang-2 invece, esercita un effetto destabilizzante che 
permette una riorganizzazione vascolare VEGF- mediata. L’esposizione al 
Bortezomib induce una significativa down-regolazione di tutti questi geni. 
 
Inoltre, Bortezomib riesce, a concentrazioni clinicamente raggiungibili, ad 
inibire la proliferazione delle cellule endoteliali derivate da pazienti affetti 
da MM e ad indurre un’inibizione dell’angiogenesi in maniera dose-
dipendente in numerosi test funzionali (formazione di capillari su Matrigel, 
test della membrana corioallantoidea, chemiotassi, ecc.) [19]. 
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In sintesi possiamo quindi dire che i principali meccanismi d’azione del 
Bortezomib sono: 
 l’inibizione del fattore NF-kB; 
 l’induzione dell’apoptosi nelle cellule di MM più resistenti alle classiche 
terapie, attraverso diversi meccanismi che includono l’aumentata 
produzione di radicali liberi e la disarticolazione dell’effetto protettivo 
dell’NF-kB; 
 l’inibizione delle molecole d’adesione con alterazione degli stretti rapporti 
tra plasmacellula e microambiente midollare; 
 l’inibizione dell’angiogenesi;  
 l’aumento dei livelli intracellulari di p53, p21 e p27. [3] 
 
La dose attuale di Bortezomib per il trattamento di MM è di 1,3 mg/m2 
somministrati due volte a settimana. Se i pazienti presentano eventi avversi 
alla dose standard, questa può essere ridotta a 1mg/m2.  
Dopo somministrazione endovenosa in bolo alla dose di 1,0 mg/m2 e di 1,3 
mg/m2 in pazienti con MM e valori di clearance della creatinina superiori a 
50 ml/min, le massime concentrazioni plasmatiche medie di Bortezomib alla 
prima dose sono pari a 57 e 112 ng/ml rispettivamente. Alle dosi successive, 
le massime concentrazioni plasmatiche medie osservate sono comprese tra 
67 e 106 ng/ml per la dose di 1,0 mg/m2 e tra 89 e 120 ng/ml per la dose di 
1,3 mg/m2.  
Il volume medio di distribuzione (Vd) del farmaco è compreso tra 1.659 e 
3.294 a seguito di somministrazioni endovenose singole o ripetute (per le 
dosi standard di 1,0 mg/m2 o di 1,3 mg/m2). Questo suggerisce che 
Bortezomib si distribuisce ampiamente nei tessuti periferici. Ad un range di 
concentrazione compreso fra 0,01 e 1,0 µg/ml, il legame con le proteine 
plasmatiche umane in vitro si è attestato ad una media di 82,9%. La frazione 
di Bortezomib legata alle proteine plasmatiche non è dipendente dalla 
concentrazione. 
Studi in vitro su microsomi epatici umani e su isoenzimi del citocromo P450 
espressi mediante c-DNA umano indicano che Bortezomib subisce 
principalmente un metabolismo ossidativo attraverso gli enzimi del 
citocromo P450, 3A4, 2C19 e 1A2. La principale via metabolica è costituita 
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dalla deboronazione che conduce a due metabolici deboronati che 
successivamente vengono idrossilati a diversi metaboliti. I metaboliti 
deboronati sono naturalmente inattivi come inibitori del proteosoma 26S. 
L’emivita media di eliminazione (t1/2) di Bortezomib durante il trattamento a 
dosi multiple è compresa tra 40 e 193 ore. Il farmaco è eliminato più 
rapidamente dopo la prima dose rispetto alle dosi seguenti. La clearance 
totale media è stata di 102 e 112 l/h dopo la prima dose di 1,0 mg/m2 e 
1,3mg/m2, rispettivamente, e compresa tra 15 e 32 l/h e tra 18 e 32 l/h per 
quelle successive a dosi di 1,0 mg/m2 e 1,3 mg/m2, rispettivamente.  
 
I più comuni effetti collaterali riscontrati in almeno un 20% di pazienti 
affetti da MM trattati con Bortezomib alla dose standard sono stati:            
 Astenia 65%; 
 Tossicità gastro-enterica (nausea 64%, diarrea 51%, stipsi 43%, vomito 
36%); 
 Trombocitopenia 43%; 
 Neuropatia periferica 37% (di solito reversibile); 
 Ipotensione 12%; 
 
La condizione di Astenia risulta essere il più comune effetto collaterale 
riportato che può portare alla sospensione della terapia nel 2% dei casi. La 
comparsa del sintomo si ha usualmente entro i primi 2 cicli e persiste per 
molto tempo prima della risoluzione. Prednisone a basse dosi e un’attenta 
idratazione possono essere di beneficio nel trattamento. 
  
Gli effetti collaterali Gastrointestinali possono insorgere in qualsiasi 
momento durante il trattamento, anche se la maggiore incidenza viene 
osservata durante i primi due cicli ed è generalmente d’entità da lieve a 
moderata. La Nausea ed il Vomito possono richiedere il ricorso alla terapia 
sintomatica anti-emetica. La Diarrea può essere controllata con una terapia 
riequilibrante idro-elettrolitica e con cambiamenti dietetici. Nei casi più 
gravi possono essere utilizzati agenti anti-diarroici come Loperamide 
idroclorato o Difenossilato idroclorato. La Stipsi può essere trattata con una 
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terapia sintomatica; i pazienti inoltre dovrebbero essere incoraggiati ad 
assumere un quantitativo abbondante di liquidi.  
 
La più comune tossicità ematologica associata all’impiego del Bortezomib è 
una transitoria Piastrinopenia, con ripristino dei valori normali nel periodo 
d’intervallo fra i cicli. Bortezomib non sembra essere direttamente cito-
tossico per la maggior parte delle cellule midollari normali, o citolitico 
verso i progenitori midollari. La megacariocitopoiesi si pensa sia dipendente 
da NF-kB e il Bortezomib sopprimendo temporaneamente questo processo 
spiega l’insorgenza della piastrinopenia. È appropriato eseguire un controllo 
della crasi ematica prima di ciascuna dose di Bortezomib per i primi 2 cicli, 
e in seguito a giudizio clinico. Nei pazienti che sviluppano una significativa 
trombocitopenia (PLT < 30.000 µl) è necessario istituire un supporto 
trasfusivo per prevenire importanti complicazioni emorragiche. 
 
La Neuropatia osservata durante il trattamento con Bortezomib è 
prevalentemente sensitiva; caratterizzata da dolore, parestesie ed 
insensibilità con il distretto distale più colpito rispetto a quello prossimale. Il 
tempo medio di miglioramento o risoluzione della neuropatia è di 47 giorni 
dall’ultima dose di Bortezomib. Un precoce riconoscimento della neuropatia 
è essenziale e dovrebbe imporre la pronta riduzione del dosaggio di 
Bortezomib. Gabapentin o Amitriptilina possono essere d’aiuto nel 
trattamento della neuropatia periferica. In aggiunta, un supplemento 
vitaminico può anche essere di qualche beneficio.  
 
È stata infine anche riscontrata Ipotensione ortostatica - posturale dose 
dipendente. Il Bortezomib quindi dovrebbe essere utilizzato con cautela da 
chi ha avuto una precedente storia di sincope, da chi assume farmaci che 
inducono ipotensione e da chi è disidratato. Questa sintomatologia può 
essere ridotta con una buona idratazione. 
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Il Mieloma Multiplo ed il Microambiente 
 
Il Microambiente midollare gioca un ruolo cruciale nella fisiopatologia del 
MM (fig. 5). Questo è caratterizzato dalla presenza di plasmacellule, 
proteine ECM (matrice extra-cellulare), cellule staminali ematopoietiche e 
cellule stromali del midollo osseo, inclusi i fibroblasti, gli osteoblasti, gli 
osteoclasti, i condrociti, le cellule endoteliali, le cellule progenitrici 
endoteliali, i linfociti T, i neutrofili, i macrofagi ed i mastociti. 
Un ambiente stromale permissivo è importante nel sostenere la progressione 
del tumore in quanto è direttamente coinvolto nell’aumento della 
sopravvivenza, della proliferazione e della migrazione delle cellule 
tumorali. 
La progressione della malattia è influenzata da basi cellulari e molecolari 
del microambiente midollare e si manifesta tramite: 
- l’osteolisi, mediata da interazioni tra le plasmacellule, gli osteoblasti, gli 
osteoclasti ed i macrofagi; e  
- la neovascolarizzazione, che rappresenta la caratteristica principale di 
progressione della malattia e che è supportata da tutti gli elementi cellulari 
ed extracellulari del microambiente del midollo osseo [31]. 
La malattia osteolitica è principalmente dovuta ad una soppressione degli 
osteoblasti; infatti le cellule del MM inducono l’apoptosi osteoblastica 
tramite l’azione, sia di fattori solubili, che d’inibizione da contatto. 
L’osteolisi è inoltre causata dalla stimolazione dell’osteoclastogenesi e dalla 
soppressione dell’osteoblastogenesi nelle zone adiacenti ai foci del tumore 
nel midollo osseo [28]. In particolare l’inattivazione osteoblastogenica è 
stata supportata da recenti studi che hanno riscontrato come le cellule 
mielomatose possono anche bloccare la differenziazione delle cellule 
staminali mesenchimali del midollo osseo (BMMSCs) in osteoblasti tramite 
la produzione d’inibitori [27]. Questi lavori infatti, hanno dimostrato che 
cellule mesenchimali, derivate da un paziente affetto da Mieloma (MM-
MSC), mostrano alterazioni significative, rispetto alle MSC da donatori non 
malati (ND-MSC), in termini di espressione genica e proteica [30]. I lavori 
di Yaccoby et al. hanno anche dimostrato che utilizzando ND-MSC e co-
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coltivandole con una linea cellulare di paziente affetto da MM, le cellule 
non malate riproducono le stesse alterazioni delle MM-MSC [33]. 
La maggiore alterazione riscontrata è rappresentata dall’aumentata 
secrezione di IL-6 [25]. Questa citochina infatti stimola la proliferazione 
delle cellule neoplastiche, ne promuove la sopravvivenza, induce la 
produzione di molecole anti-apoptotiche, conferisce resistenza ai 
chemoterapici ed induce la secrezione di VEFG [10, 26, 29].  
La neoangiogenesi ha un ruolo centrale nella patogenesi e nella 
progressione del MM e ciò è indicato da un aumento della densità 
microvascolare del midollo osseo (MVD) nei pazienti nei quali è stata 
inoltre riscontrata una maggiore espressione dei fattori angiogenici. Infatti, 
l’aumento della MVD nel Mieloma è in gran parte determinato dal fattore di 
crescita vascolare endoteliale (VEGF), che viene secreto dalle cellule del 
MM e dalle cellule stromali del midollo; quest’ultime esprimono anche i 
recettori per VEGF (in particolare il VEGF recettore 2). La produzione di 
VEGF stimola a sua volta la produzione di IL-6  e la crescita tumorale in un 
circuito di autostimolazione [34]. 
La neoangiogenesi del MM, comprende sia l’angiogenesi (germinazione di 
nuovi vasi capillari da vasi pre-esistenti) che la vasculogenesi (formazione 
di un vaso de novo, processo analogo allo sviluppo vascolare prenatale). È 
stato infatti dimostrato un maggior numero di cellule progenitrici midollari 
(EPC) CD 133+ nel midollo osseo di pazienti con MM attivo rispetto a quelli 
non mielomatosi [32]. È da tenere presente che il CD 133 è un marcatore 
che contribuisce alla creazione della parete dei vasi tumorali di nuova 
formazione. 
Le cellule endoteliali nel MM sono però molto diverse da quelle dei vasi 
sani quiescenti. Esse infatti proliferano rapidamente, in linea con la veloce 
angiogenesi che accompagna la progressione del tumore. La loro adesione 
intercellulare e alla ECM durante la germinazione (che porta alla 
proliferazione) è notevolmente ridotta. Inoltre la loro sopravvivenza è 
dipendente da fattori di crescita secreti dal tumore e dal suo microambiente 
e dall’espressione dei recettori specifici per questi fattori. Questi vasi sono 
anomali nella forma ed altamente permeabili per la presenza di finestre, 
vescicole, fori transcellulari, giunzioni intercellulari allargate ed una 
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membrana basale discontinua. La rapida crescita delle cellule endoteliali e 
tumorali, insieme alle loro anomalie strutturali e funzionali rendono i vasi 
tumorali sottili, tortuosi ed arborizzati. Di conseguenza, il flusso sanguigno 
tumorale è caotico e variabile e porta ad un ambiente acido ed ad ipossia che 
stimolano ulteriormente l’angiogenesi [31].   
Si deduce pertanto che il Microambiente del midollo osseo è strettamente 
coinvolto nell’evoluzione di MM. Questa interazione tumore-ospite mette in 
evidenza un rapporto di reciprocità che sostiene e promuove la progressione 
del MM inducendo gli sviluppi patologici, quali l’angiogenesi e l’osteolisi 
[32]. 
A causa di questo stretto legame, il MM viene anche definito come 
“Malattia della Nicchia”. 
 
 
 
Fig. 5 - Interazioni fra cellule di MM, cellule del microambiente e proteine della 
matrice extra-cellulare. 
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La Nicchia 
 
Le cellule staminali ematopoietiche (HSCs) sono localizzate nel midollo 
osseo (Bone Marrow, BM) in un’unità funzionale specifica denominata 
Nicchia Emopoietica, che svolge un ruolo fondamentale nella regolazione 
della loro sopravvivenza, del loro auto-rinnovamento (self-renewal) e del 
loro differenziamento.  
Il concetto di “Nicchia” nasce nel 1978 da Richard Schofield che osservò 
come le cellule parenchimali in associazione con le cellule staminali 
possono influenzare e determinare il comportamento di quest’ultime [43]. 
L’ipotesi della Nicchia è stata proposta quindi per descrivere un 
microambiente fisiologicamente limitato nello spazio, in cui le cellule 
staminali risiedono.  
 
COMPONENTE CELLULARE: Le Nicchie ad oggi conosciute sono: 
 la Nicchia osteoblastica o endosteale che è composta dalla superficie 
endostale e dall’interfaccia tra osso e cavità del BM ricoperta da osteoblasti; 
e 
 la Nicchia vascolare, a livello dei sinusoidi midollari. Questa è composta 
da: cellule endoteliali vascolari, cellule staminali mesenchimali (MSC), 
cellule stromali perivascolari e cellule di Schwann. 
La cooperazione tra queste due Nicchie permette di mantenere la normale 
omeostasi emopoietica e ripristinare l’emopoiesi dopo un danno. 
All’interno della Nicchia emopoietica, le HSCs sono mantenute in loco, 
principalmente in uno stato di quiescenza che è essenziale per proteggere le 
cellule staminali in modo che possano mantenere la loro capacità d’auto-
rinnovamento a lungo termine [43]. Tuttavia in risposta a specifici segnali, 
possono andare incontro ad auto-mantenimento od iniziare un processo 
differenziativo per produrre le cellule del sangue che successivamente 
lasceranno la Nicchia.  
In particolare, nella Nicchia vascolare le cellule endoteliali sinusoidali 
favoriscono la sopravvivenza, la proliferazione e la differenziazione dei 
progenitori mieloidi e dei megacariociti. Le HSCs nella Nicchia Vascolare 
sono esposte ad ormoni, fattori di crescita, ossigeno e nutrienti in modo che 
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costantemente rilevino segnali e stimoli provenienti dalla circolazione 
periferica. Ciò favorisce l’automantenimento, la proliferazione e / o la 
differenziazione [38, 42].   
Al contrario, la Nicchia Osteoblastica potrebbe agire come un serbatoio, 
visto che favorisce il mantenimento dello stato di quiescenza [47]. Non tutte 
le cellule della superficie endosteale svolgono però tali funzioni; quelle che 
definiscono la Nicchia Osteoblastica sono rappresentate dalla 
sottopopolazione N-caderina+ e CD45- (SNO) [48]. 
La cellula osteoblastica SNO svolge un ruolo fondamentale nella 
localizzazione midollare delle HSCs [35]. Non a caso, numerosi studi 
dimostrano che una deplezione delle cellule osteoblastiche SNO conduce ad 
una diminuzione del numero delle HSCs [46]. 
 
RITMI CIRCADIANI: Oltre alla componente cellulare, altri fattori 
fisiologici regolano la Nicchia. I ritmi circadiani, ad esempio, in particolar 
modo l’alternanza luce/buio, hanno un ruolo di primo piano. È stato 
dimostrato come il cervello in funzione di questi ritmi, attraverso efferenze 
simpatergiche, determini il periodico rilascio delle HSCs nel circolo 
periferico [40].  
 
IPOSSIA: Altro modulatore fisiologico di particolare interesse è l’ipossia. 
Alcuni studi suggeriscono che condizioni ipossiche influenzino sia la 
Nicchia che direttamente le HSCs inducendo in quest’ultime uno stato 
quiescente. Non a caso, un ruolo cruciale nell’induzione della quiescenza lo 
ricopre il fattore di trascrizione ipossia indotto-1 (HIF1) [37]. 
 
AUTO-RINNOVAMENTO E DIFFERENZIAZIONE: La capacità delle 
cellule staminali adulte di auto-rinnovarsi e di differenziarsi è fondamentale 
per l’omeostasi tissutale. La popolazione delle cellule staminali potrebbe 
esaurirsi se la differenziazione delle cellule avesse il sopravvento 
sull’autorinnovamento. Allo stesso modo un auto-rinnovamento 
incontrollato di cellule staminali potrebbe espandere la loro popolazione in 
maniera eccessiva, rischiando la tumorigenesi. 
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Una funzione importante della Nicchia delle cellule staminali dunque, è 
quella di regolare l’equilibrio tra auto-rinnovamento e differenziazione. Un 
meccanismo che garantisce questo equilibrio è il controllo della divisione 
asimmetrica/simmetrica delle cellule staminali. Divisione asimmetrica 
significa che le cellule staminali si dividono in due cellule figlie: una cellula 
figlia rimane nella Nicchia, come la cellula madre, e l’altra lascia la Nicchia 
per produrre un gran numero di progenie. Divisione simmetrica invece 
significa che le cellule staminali si dividono in 2 cellule figlie identiche che 
rimangono nella Nicchia come la cellula d’origine. Il passaggio tra divisione 
simmetrica ed asimmetrica può verificarsi in tutte le cellule staminali che 
occupano la stessa Nicchia in diverse condizioni fisiologiche [44]. 
 
MOBILIZZAZIONE ED HOMING: Sia la Nicchia Vascolare che quella 
Osteoblastica svolgono un ruolo importante anche nei processi di 
mobilizzazione e di homing. 
Il processo di mobilizzazione consiste nell’indirizzare i progenitori 
emopoietici dal compartimento midollare verso il sangue periferico mentre 
il percorso inverso viene definito homing. Con questo termine si fa 
riferimento ad una complessa serie di fenomeni che conducono alla 
migrazione dei progenitori e delle cellule staminali emopoietiche in senso 
contrario, cioè dal sangue periferico al microambiente midollare. 
Innumerevoli sono gli elementi coinvolti in questi due processi, tuttavia è 
possibile elencarne sinteticamente i due principali. 
Il G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating factor) è molto importante in 
quanto implicato sia nel processo di mobilizzazione che di homing. Infatti 
induce il rilascio di una serie di proteasi che rompono le interazioni che 
ancorano le cellule ematopoietiche alla Nicchia. Tali proteasi oltre a 
degradare ECM, contribuiscono all’inattivazione dello stromal derived 
factor-1 (SDF-1) favorendo così la mobilizzazione delle HSCs. 
L’SDF-1 (anche detto CXCL-12) è una chemochina costitutivamente 
espressa da numerose cellule stromali che induce, attraverso l’interazione 
con il suo recettore CXCR4, espresso dalle HSCs stesse, anche il 
meccanismo dell’homing. In seguito all’interazione di SDF-1 con il proprio 
recettore, si assiste infatti alla stimolazione dei legami LFA-1/ICAM-1 e 
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VLA-4/VCAM-1, che mediano interazioni e adesioni più forti, favorendo 
così il richiamo delle cellule staminali all’interno della Nicchia. Questo 
spiega perchè la maggior parte delle citochine e dei fattori di crescita 
inducenti la mobilizzazione, agiscano su quest’asse inibendo l’espressione 
del SDF-1 o del suo recettore CXCR4. 
Anche l’Osteopontina (OPN) (“osteo” significa osso e “pontin” deriva dal 
latino e sta per ponte),  viene coinvolta nella mobilizzazione delle HSCs. 
Questa è una glicoproteina della matrice prodotta dagli osteoblasti che, 
come suggerisce il nome, è responsabile dell’adesione fra la cellula e 
l’ambiente extra-cellulare. A livello del microambiente midollare agisce 
come regolatore negativo della Nicchia Osteoblastica limitando quindi la 
dimensione del pool di cellule staminali [47]. È stata anche dimostrata una 
produzione diretta di OPN dalle cellule di MM tramite RT-PCR e Western 
blot. Inoltre, i suoi livelli plasmatici sono correlati sia con la progressione 
della malattia che con la distruzione ossea. Questi risultati suggeriscono che 
l’aumentata produzione di OPN da parte delle cellule di MM può essere 
associata ad un riassorbimento osseo avanzato per stimolazione dell’attività 
degli osteoclasti nei pazienti affetti da questa malattia [36]. 
Per comprendere i meccanismi che governano la Nicchia è necessario 
conoscere ancora più a fondo le dinamiche tra le cellule che ne compongono 
il microambiente [41, 47], le quali, da vere protagoniste, determinano il 
destino delle HSCs e ne modulano il differenziamento. Tra tutte, la cellula 
mesenchimale stromale (Mesenchymal Stromal Cells, MSCs) è da ritenersi 
un’unità fondamentale nel mantenimento dell’omeostasi della Nicchia 
Emopoietica ed una componente indispensabile per la sua costituzione [39, 
45]. 
 
 
Cellule Stromali Mesenchimali (MSCs) 
 
Le MSC sono cellule poco rappresentate nel midollo (0.001-0.01%), in 
grado di produrre numerosi fattori regolanti l’emopoiesi e che in vitro, in 
presenza di opportuni terreni condizionanti, sono in grado di differenziare 
nelle varie linee di origine mesodermica come quella adipogenica, 
osteogenica e condrogenica. 
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Nel 1991 Caplan coniò il termine di “cellule staminali mesenchimali” 
riferendosi a precursori cellulari adulti, isolati da midollo osseo, che 
avevano la capacità di differenziare in tessuto osseo, cartilagineo ed adiposo 
[51]. Questa definizione si è però successivamente mostrata inesatta poiché 
la popolazione isolata non rispettava i criteri di staminalità ( self-renewal e 
capacità di differenziarsi in progenitori condizionati verso le specifiche linee 
cellulari). Per tale motivo, l’International Society for Cellular Therapy 
(ISCT) ha spinto all’uso del termine “multipotent mesenchymal stromal 
cells” [53] e ha anche proposto i criteri minimi che le definiscono: 
- capacità d’adesione alla plastica se mantenute in condizioni di coltura 
standard (terreno minimo più siero bovino fetale al 10-20%); 
- positività per i marcatori CD105 (SH2 o endoglina), CD90 (Thy-1), CD73 
(SH3 o SH4) e mancata espressione dei marcatori CD45 (marker 
panleucocitario), CD34 e CD31 (rispettivamente markers ematopoietico ed 
endoteliale), CD14 o CD11b, CD19 (marker B-linfocitario) e molecole di 
superficie HLA-DR (HLA di classe II); 
- differenziazione tri-lineare (adipogenica, osteogenica, condrogenica) [52]. 
La fonte in assoluto più utilizzata per ottenere colture di MSCs è il BM, ma 
sono state ritrovate anche in altri tessuti sia adulti che fetali (tessuto adiposo, 
periostio, osso trabecolare, membrana sinoviale, tessuto muscolare, derma, 
cartilagine articolare, polpa dentaria, fegato, pancreas, sangue cordonale e 
placenta) [49, 50, 54]. 
Le MSCs possiedono un ruolo importante nella costituzione e nella 
funzionalità della Nicchia Emopoietica (sia l’Osteoblastica che la 
Vascolare). 
Esse possono differenziare nelle linee mesenchimali dando luogo a cellule 
osteoblastiche, condrocitiche ed adipocitiche. Per tale motivo rappresentano 
una continua risorsa per molte delle popolazioni residenti nella Nicchia, 
proprio in virtù della loro ampia capacità differenziativa. Una perturbazione 
della funzionalità di queste cellule potrebbe quindi rivelarsi critica nella 
regolazione dell’omeostasi del microambiente. 
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Mesodermal Progenitor Cells (MPCs) 
 
Una nuova popolazione cellulare multipotente è stata identificata ed isolata 
in coltura, nelle cellule di midollo osseo umano. 
L’identificazione di questa nuova popolazione cellulare è stata resa possibile 
quando, per la rigenerazione di tessuto osseo autologo, si è deciso di 
sostituire il siero di vitello fetale, utilizzato per l’isolamento delle MSCs, 
con siero umano adulto autologo allo scopo di ridurre il rischio di 
trasmissione di malattie infettive o di reazioni immunitarie. Queste 
condizioni colturali hanno consentito di osservare due differenti tipologie di 
cellule: le tipiche cellule mesenchimali allungate ed alcune cellule atipiche 
rotondeggianti. 
Queste ultime cellule hanno dimostrato la capacità di differenziazione verso 
cellule mesenchimali MSC, rivelando quindi natura di precursore. Allo 
stesso modo hanno anche dimostrato la capacità di differenziare verso le 
cellule endoteliali. In virtù di questo duplice potenziale differenziativo 
queste cellule sono state denominate: mesodermal progenitor cells (MPCs) 
[59]. Le MPCs non hanno particolari esigenze colturali: sono facilmente 
coltivabili presentando anche vantaggi economici a differenza degli altri 
precursori mesenchimali ottenibili solo mediante complesse metodiche di 
coltura (p.e. RS; VSEL; MIAMI; MAPC; MUSE).  
Le MPCs mostrano caratteristiche che ne permettono la distinzione dalle 
cellule mesenchimali stromali, definite secondo il criterio ISCT: 
- sono cellule atipiche e rotondeggianti; 
- sono resistenti al trattamento di distacco con tripsina; 
- possiedono un’elevata capacità differenziativa mesenchimale. Infatti, se 
coltivate in terreno contenente siero bovino fetale o siero cordonale umano, 
le MPCs si differenziano in MSCs. Attraverso quest’ultime possono 
differenziare ulteriormente in osteoblasti, condrociti ed adipociti.  
Da notare però che le MSCs recuperate e ripiastrate dopo tripsinizzazione 
non generano MPCs, loro precursori. Così, mentre le MPCs possono 
generare MSCs, le MSCs non sono in grado di fare il processo inverso. 
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Inoltre le MPCs, in terreni contenenti il VEGF, sono capaci di differenziare 
direttamente in cellule endoteliali CD31+ e capaci di formare strutture 
capillariformi in colture 3D. 
Infine l’ultima differenza che si può riscontrare è rappresentata dalla diversa 
lunghezza dei telomeri, valutabile con il metodo del Southern Blot. La 
lunghezza del frammento terminale dei telomeri è infatti più breve nelle 
MSCs rispetto alle MPCs (fig. 7C). 
 
Caratteristiche Morfologiche 
 
Le MPCs al microscopio a contrasto di fase appaiono come cellule rotonde, 
di grandi dimensioni (circa 30-50 micron di diametro), con la regione 
centrale rifrangente per la presenza di un ispessimento citoplasmatico, tanto 
da assomigliare ad un “uovo fritto”. Mostrano inoltre numerose granulazioni 
plasmatiche ed un elevato rapporto nucleo/citoplasma: ciò si traduce in un 
elevato valore di side scatter (SSC) all’indagine citofluorimetrica. 
Al microscopio elettronico a scansione invece, appaiono come cellule con 
un core spesso situato in posizione centrale incorniciato da sottili proiezioni 
lamelliformi nella parte periferica (fig. 6 e fig. 7A). 
 
Caratteristiche Immunofenotipiche 
 
Le MPCs esprimono un particolare profilo integrinico: l’analisi 
citofluorimetrica mostra la presenza delle integrine CD11a, CD11b, CD11c 
e CD18 esclusivamente su queste cellule, conferendogli l’abilità di aderire 
all’endotelio attivato e non attivato. Tale ricchezza nel corredo integrinico 
spiegherebbe la capacità delle MPCs di aderire così saldamente alla plastica 
e la resistenza al trattamento di digestione con tripsina. 
Esprimono inoltre il CXCR4, suggerendo la capacità di migrazione nel BM 
(fenomeno di homing) [58].  
Da notare che le cellule progenitrici mesodermiche condividono con le 
MSCs l’espressione di CD105, ma non di CD90 (tipico marcatore 
mesenchimale) (fig. 7B).  
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Esprimono anche SSEA-4 (Stage Specific Embryonic Antigen 4), una 
glicoproteina embrionale utilizzata come marker di staminalità e tracciante 
di differenziazione mesenchimale; al contrario essa non viene espressa dalle 
MSCs e recenti studi, a conferma di ciò, hanno mostrato che durante il 
differenziamento, le MPCs perdono questo marker [56] (fig. 7B). 
Non esprimono invece l’MSCA1, una proteina che è nota per essere 
espressa dalla cellule staminali mesenchimali del BM, conosciuta anche 
come TNPA (fosfatasi alcalina non tessuto specifica). Si ritiene che 
l’MSCA-1 abbia un ruolo nel promuovere la mineralizzazione ossea (fig. 
7B). 
 
Caratteristiche Molecolari 
 
Le MPCs esprimono diversi marcatori embrionali riscontrabili attraverso 
metodiche di realtime PCR e d’immunofluorescenza [57]. I principali sono 
(fig. 8): 
 OCT-4: un fattore di trascrizione embrionale inibito durante lo sviluppo; 
 NANOG: un fattore chiave nel mantenimento della pluripotenza delle 
cellule embrionali; 
 SOX9: una proteina particolarmente importante per lo sviluppo dello 
scheletro e del sistema riproduttivo;  
 SOX15: un fattore in grado di legare OCT-4 (al posto di SOX2) e di agire in 
sinergia con esso. 
 NESTINA: una proteina dei filamenti intermedi (IF) di tipo VI espressa nel 
citoscheletro delle cellule; 
OCT-4 e NANOG in particolare, sono geni fondamentali per la pluripotenza 
e per il mantenimento della staminalità nelle cellule embrionali 
indifferenziate dove OCT-4 forma con SOX2 (sex determining region Y- 
box 2) un eterodimero che è il principale fattore attivo nel mantenimento 
della pluripotenza (circuito canonico) ed è inoltre uno dei quattro fattori 
fondamentali necessari per la riprogrammazione delle cellule adulte in 
staminali indotte (iPSC) [55]. 
Man mano che le cellule embrionali si differenziano perdono l’espressione 
di OCT-4, non più rilevabile in tessuti adulti se non in alcune condizioni 
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patologiche come per esempio in caso di malattie neoplastiche. Nelle cellule 
cancerose, infatti, è talvolta possibile riscontrare una riattivazione 
dell’OCT-4. 
Le cellule progenitrici mesodermali esprimono alti livelli di ALDH (aldeide 
deidrogenasi) analoghi a quelli delle cellule staminali emopoietiche. Questo 
valore diminuisce quando viene indotta la differenziazione in MSC.  
È inoltre interessante notare come queste cellule, in coltura con siero 
autologo, non esprimano il Ki-67, confermando così il loro stato di 
quiescenza cellulare (G0), valutabile anche tramite incorporazione di 5-
bromodeossiuridina [57]. 
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Fig. 6 - Caratteristiche morfologiche delle Mesodermal Progenitor Cells 
(MPCs). 
(A) Attraverso l’utilizzo del microscopio a contrasto di fase è possibile apprezzare 
due popolazioni: le tipiche MSCs, cellule di forma fibroblastoide e le MPCs, 
rotondeggianti e rifrangenti nella porzione centrale. 
(B) La microscopia elettronica mostra una porzione centrale più densa e la 
presenza di numerose strutture tubulari. 
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Fig. 7- Cellule mesodermiche progenitrici (PPM) differiscono dalle cellule 
staminali mesenchimali e mostrano un insolito pattern immaturo 
d’espressione genica. 
A) cellule progenitrici mesodermiche (PPM) sono facilmente distinguibili nella 
cultura da tipiche MSC fusiformi per la loro caratteristica forma ad “un uovo fritto” 
(bar = 50 micron): le cellule arrotondati con una regione centrale spessa che è 
altamente rifrangente. B) analisi citofluorimetrica consente di valutare la purezza 
delle culture selettivi. PPM mostrano un alto SSC segnale, macchia brillantemente 
con l'anti-SSEA-4 anticorpi e non hanno la CD90 marcatori mesenchimali e MSCA-
1. Le PPM condividono l’espressione di CD105 con MSC, ma ad un segnale più 
basso. C) dosaggio della lunghezza dei telomeri. 
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Fig 8. Le MPC esprimono Nanog, Oct-4 e Sox15 ma non Sox2 nel nucleo. 
La macchia d’immunofluorescenza indiretta conferma l'espressione di Nanog , Oct-
4 e Sox15(verde) nei nuclei delle MPC (blu), ma non nelle MSC facilmente 
distinguibile dai progenitori mesodermici per la diversa organizzazione spaziale di 
F-actina (rosso). MPC differiscono anche da MSC a causa della loro elevata 
espressione inaspettata di filamenti Nestina ben organizzati (verde) come mostrato 
dai pannelli inferiori. 
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MPC nel paziente con Mieloma Multiplo. 
 
Il laboratorio di Manipolazione Cellulare a scopo terapeutico di questo 
Dipartimento ha svolto uno studio preliminare sulle MPCs isolate dal BM di 
pazienti affetti da MM. 
I risultati dimostrano che le MPCs dei soggetti malati si presentano ridotte 
in numero rispetto a quelle dei pazienti non mielomatosi. Il deficit 
quantitativo di tali progenitori potrebbe riflettersi sulla frequenza delle 
cellule mesenchimali ed inoltre, potrebbero ridurre la capacità osteogenetica 
sostenuta dalle MSCs stesse. 
Di fatto, indipendentemente dall’età e dal sesso dei pazienti, la frequenza 
delle MPCs isolate risultava di 0.6217% ± 0.1284%, contro una frequenza 
di 1.0810% ± 0.1696% riscontrata nel gruppo di controllo (fig. 9). In 
conseguenza di ciò, è stato ipotizzato che le lesioni osteolitiche, tipiche della 
malattia mielomatosa, possano essere ricondotte ad uno sbilanciamento a 
favore del riassorbimento osseo, dovuto in parte anche alla ridotta 
produzione di cellule osteoblastiche. 
Altra caratteristica riscontrata, è che le cellule MPCs dei pazienti 
mielomatosi mostrano ridotte capacità di differenziamento verso le cellule 
mesenchimali. È stato infatti osservato che, dopo 7 giorni di coltura in 
terreno differenziante, le MPCs isolate da soggetti sani manifestano una 
capacità di differenziamento superiore a quella riscontrata nei pazienti con 
MM, generando un numero di cellule MSCs molto più elevato. Tuttavia, le 
cellule MSCs prodotte dal differenziamento delle MPCs dei due gruppi di 
studio, non presentano differenze significative nella loro curva di crescita 
(fig. 10). È importante tenere infatti presente che il differenziamento da 
MPCs ad MSCs non è un unico processo ma espressione del susseguirsi di 
sue stadi maturativi successivi: 
-  nei primi 7 giorni di differenziamento è infatti possibile riconoscere le 
early MSCs, caratterizzate dall’espressione di SSEA-4+ (marker 
espresso tipicamente dalle MPCs) e da una bassa capacità proliferativa; 
-  dopo altri 7 giorni di differenziamento si osservano invece le late MSCs 
che mostrano le caratteristiche tipiche delle MSCs ed un’elevata 
capacità proliferativa. 
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I risultati di tale studio confermerebbero quindi la presenza di un deficit 
esclusivamente nella fase di differenziamento da MPCs in early MSCs. Il 
difetto di proliferazione infatti, non è presente dopo 7 giorni di coltura  e ciò 
indica che i soggetti normali ed i pazienti con MM presentano la medesima 
capacità di differenziamento da early a late MSCs. 
Nel complesso quindi, i risultati preliminari indicano che i pazienti affetti da 
MM hanno MPCs ridotte in numero e nell’attività mesengenica, mentre la 
biologia delle MSCs stesse non sembra essere alterata dalla condizione 
patologica.  
Questi dati suggeriscono che il difetto mostrato dalle MPCs rappresenta 
un’alterazione di primaria importanza nella patogenesi delle lesioni 
osteolitiche del MM e che le popolazioni cellulari mesenchimali che 
costituiscono il microambiente midollare, di cui fanno parte le MPCs, 
dovrebbero rappresentare un target fondamentale nel futuro approccio 
terapeutico della malattia. 
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Fig 9. Analisi delle frequenze: confronto tra individui sani e pazienti con mieloma. 
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Fig 10. I progenitori mesenchimali presentano un deficit nel differenziamento in 
MSCs . 
Dopo 7 giorni (T1) dall’induzione del differenziamento, le MSCs dei pazienti con MM si 
mostrano in numero minore rispetto a quella riscontrate nei soggetti sani. Ma, prolungando 
la coltura di ulteriori 7 giorni (T2) si evidenzia un’analoga crescita delle MSCs prodotte 
(ciò può essere evidenziato dal coefficiente angolare analogo per le due rette). 
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SCOPO DELLA TESI  
 
Le lesioni ossee rappresentano un danno quasi obbligato nella storia del 
paziente con MM. Il percorso patogenetico che porta al suo sviluppo non è 
ancora stato compreso adeguatamente, ma alcuni studi indicano un 
coinvolgimento delle cellule mesenchimali stromali. Un precedente lavoro 
effettuato nel Laboratorio di Manipolazione Cellulare a scopo terapeutico di 
questo Dipartimento ha invece riscontrato un coinvolgimento dei precursori 
mesenchimali, le MPCs. Un’alterazione di questa popolazione cellulare 
sembra avere un ruolo nella patogenesi delle lesioni osteolitiche del MM dal 
momento che sono diminuite in numero ed attività. 
 
Nella patologia mielomatosa è però presente anche un altro importante 
elemento: l’angiogenesi. Nel MM si assiste infatti, alla perturbazione dei 
meccanismi che regolano la formazione dei nuovi vasi. Anche in questo 
caso, le MPCs potrebbero svolgere un ruolo importante, visto che sono 
capaci di differenziarsi in cellule endoteliali.  
 
Poiché lo sviluppo di nuovi vasi e il depauperamento del compartimento 
osseo rappresentano momenti essenziali nella patogenesi del MM, si 
mostrano particolarmente vantaggiosi quei farmaci che possono intervenire 
modificando l’evoluzione di questi processi. Uno di questi è il Bortezomib.  
 
Questa tesi indaga l’ipotesi secondo cui il Bortezomib possa indurre un 
bilanciamento fra l’osteogenesi ed l’angiogensi tramite un’azione diretta 
sulle cellule MPCs.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 49 
MATERIALI E METODI 
 
Isolamento delle cellule mononucleate da midollo osseo 
 
Aspirati di sangue midollare sono stati ottenuti da un gruppo di 11 pazienti 
non affetti da patologie ematologiche, destinato al trattamento di chirurgia 
protesica d’anca. L’età media dei pazienti era di 66 anni (range 45-82) e di 
questi 6 erano di sesso femminile e 5 di sesso maschile. 
I prelievi di BM, di volume pari a 15-20 ml, sono stati prelevati tramite 
siringhe da 20 ml con 2500U di eparina per prevenire la formazione di 
coaguli e prontamente inviati al laboratorio di Manipolazione Cellulare a 
scopo terapeutico. 
Dopo diluizione 1:3 con soluzione fisiologica allo 0.9% di NaCl, il 
campione viene stratificato su Lympholyte-H (Cedarlane, USA) e 
centrifugato a 400g per 25 minuti: in questo modo viene eseguito un 
arricchimento della componente mononucleata midollare (BMMNCs, bone 
marrow mononuclear cells) su gradiente di densità. Dopo la centrifugazione 
è possibile recuperare l’anello linfomonocitario localizzato all’interfaccia tra 
la fase acquosa e Lympholyte-H. Prelevata la componente mononucleata, le 
cellule vengono lavate con fisiologica allo 0.9% di NaCl e centrifugate a 
400g per 5 minuti per eliminare l’eventuale Lympholyte-H residuo. 
Successivamente viene eseguita la conta cellulare tramite camera 
emocitometrica di Bϋrker e viene valutata la vitalità cellulare mediante 
colorazione con Tripan Blue. 
 
Isolamento e calcolo della frequenza delle MPCs 
 
Le cellule mononucleate vengono seminate alla densità di 0,8 x 106 
cellule/cm2  in fiasche da 75 o 175 cm2  per colture cellulari in sospensione. 
Il terreno utilizzato è costituito da Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
(DMEM) a basso tenore di glucosio, supplementato con: 
- il 10% di un pool di siero umano commerciale; 
- L-glutammina all’1%; 
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- Penicillina e Streptomicina all’1%. 
Questo terreno viene comunemente denominato PhABs (pooled human AB 
sera, Lonza). 
Le cellule vengono mantenute in incubatore a 37° C con una pressione 
parziale di CO2 del 5%. Il terreno viene cambiato interamente dopo 48-72 
ore per 7 giorni. 
Per valutare la frequenza delle MPCs, viene eseguito il distacco delle cellule 
in coltura PhABs: il terreno viene rimosso e sostituito con TrypLE Select 
(Invitrogen). Successivamente la fiasca viene messa in incubatore a 37° C e 
lì mantenuta per almeno 30 minuti. Una volta tolta dall’incubatore, la fiasca 
viene scossa gentilmente per permettere un distacco ottimale. Le MPCs 
vengono contate in camera emocitometrica di Bϋrker dopo colorazione con 
Trypan Blue. A questo punto viene fatto il calcolo della frequenza; si tratta 
di un semplice rapporto fra le cellule contate e quelle precedentemente 
piastrate (vale a dire 60.000.000 per la fiasca da 75 cm2 e 140.000.000 per la 
fiasca da 175 cm2). 
 
Effetto del Bortezomib sul differenziamento 
mesenchimale delle MPCs 
 
Le MPCs staccate vengono piastrate in una piastra da 6 pozzetti, a 0,2 x 105 
cellule/cm2, con 2 ml di terreno PhABs per ciascun pozzetto. Dopo 24 ore, il 
terreno PhABs viene rimosso e sostituito con 2 ml di MesenPROTM RS 
(supplementato con L-glutamina all’1%) in modo da indurre il 
differenziamento in MSCs.  
In ogni pozzetto viene aggiunta anche (fatta eccezione per il controllo) una 
dose di farmaco Bortezomib e/o di Cloruro di Calmidazolo (CLMZ). Le 
dosi vengono precedentemente calcolate con appositi conti:  
 Bortezomib 2nM: (2 ml di MesenPROTM RS + Bortezomib 500 nM); 
 Bortezomib 3nM (2 ml di MesenPROTM RS + Bortezomib 500 nM); 
 Bortezomib 2nM + Calmidazolo (2ml di MesenPROTM RS + Bortezomib 
500 nM + Calmidazolo 0,5 nM); 
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 Bortezomib 3nM + Calmidazolo (2 ml di MesenPROTM RS + Bortezomib 
500 nM + Calmidazolo 0,5 nM); 
 Calmidazolo (2 ml di MesenPROTM RS + Calmidazolo 0,5 nM). 
La piastra viene poi messa in incubatore ed il terreno viene cambiato 
interamente dopo 48-72 ore insieme al rispettivo dosaggio del farmaco per 7 
giorni.  
Al giorno 7 di coltura viene eseguita l’analisi della riduzione 
dell’AlamarBlueTM (Invitrogen): viene cioè aggiunto il 10% v/v di 
AlamarBlue in ciascun pozzetto della piastra (vale a dire 200µl in 2 ml di 
terreno) e poi questa viene messa in incubatore. Dopo 3 ore, vengono 
prelevati 100µl da ogni pozzetto e messi in una piastra da 96 well (il 
prelievo è ripetuto quattro volte per ogni pozzetto originario). 
Vengono quindi eseguite due letture allo spettrofotometro Benchmark Plus 
(BIO RAD): una a 570 e una 600nm grazie al programma Microplate 
Manager (BIO RAD), in accordo con le istruzioni del produttore. 
La valutazione del differenziamento delle MPCs in MSCs viene eseguita in 
maniera indiretta misurando la proliferazione cellulare. La proliferazione 
cellulare è infatti proporzionale alla percentuale di AlamarBlue ridotta 
(%ABred), parametro calcolato secondo la seguente formula: 
 
[(εox600*A570)-( εox570*A600)] / [(εred570*A’600)-(εred600*A’570*)] x100 
 
dove: 
εox570= coefficiente di estinzione molare di AB ossidata a 570 nm; 
εox600= coefficiente di estinzione molare di AB ossidata a 600 nm; 
εred570= coefficiente di estinzione molare di AB ridotta a 570 nm; 
εred600= coefficiente di estinzione molare di AB ridotta a 600 nm; 
A570= assorbanza del test a 570 nm; 
A600= assorbanza del test a 600 nm; 
A’570= assorbanza del controllo a 570 nm; 
A’600= assorbanza del controllo a 600 nm 
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Analisi statistica 
 
Per la valutazione statistica è stato utilizzato il test non parametrico di Mann 
Whitney, utilizzando il software GraphPad Prism 4.0. I dati sono presentati 
come valore medio ± deviazione standard. 
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Tecnica della goccia pendente ed utilizzo degli sferoidi 
per valutare lo sprouting angiogenico. 
 
Le MPCs vengono sospese in terreno PhABS alla concentrazione di 
7,5x106/ml. 
La tecnica della goccia pendente è stata eseguita depositando con una 
pipetta 150.000 cellule in 20µl di sospensione cellulare su ogni vetrino (da 
conta cellulare). Il vetrino viene rovesciato e posizionato sopra un pozzetto 
(piastra da 24) in cui sono stati precedentemente messi 500µl d’acqua. La 
piastra viene poi conservata in incubatore per 24h. 
Vengono quindi preparati i pozzetti (in una nuova piastra da 24) con 300µl 
di BD MatrigelTM (Basement Membrane Matrix Phenol Red Free) e subito 
messi in incubatore per almeno 30 minuti in modo da permettere la 
polimerizzazione del Matrigel. 
Successivamente sono aggiunti ai pozzetti 700µl di terreno EGM-2 
(LONZA). 
Infine vengono recuperati gli sferoidi (preparati il giorno prima) da ogni 
vetrino e depositati nei pozzetti precedentemente preparati con Matrigel ed 
EGM-2. Ad ogni pozzetto viene aggiunta la corrispettiva dose di 
Bortezomib (2nM, 3nM, 5nM) fatta eccezione per il controllo. 
Lo sprouting angiogenetico viene valutato mediante l’acquisizione 
d’immagini digitali per ogni sferoide, utilizzando il microscopio LEICA 
DMIRB equipaggiato con software d’analisi LEICA QWIN. Per ogni 
campione vengono fatte 20 misurazioni della distanza radiale dell’ultima 
cellula significativa rispetto al contorno dello sferoide. Le misure sono state 
fatte da tre operatori indipendenti in cieco. Inoltre, allo scopo di 
normalizzare le misurazioni è stato calcolato per i campioni trattati un 
Indice d’Inibizione secondo la formula: 
- ( (DTR- DCTRL) / DCTRL) 
dove: 
DT= distanza media radiale dell’ultima cellula significativa rispetto al 
contorno dello sferoide nel campione trattato.                                                                                                                                                                 
DCTRL = distanza media radiale dell’ultima cellula significativa rispetto al 
contorno dello sferoide nel campione di controllo. 
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Analisi statistica 
 
Per la valutazione statistica è stato utilizzato il test non parametrico di 
Kruskal-Wallis con come post-test il Dunn’s Multiple Comparison Test, 
utilizzando il software GraphPad Prism 4.0. I dati sono presentati come 
valore medio ± deviazione standard. 
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RISULTATI 
 
Effetto del Bortezomib sul differenziamento 
mesenchimale delle MPCs 
 
Dalla valutazione dei risultati ottenuti dai nostri esperimenti è stato possibile 
osservare una differenza significativa ( p < 0,001) tra i controlli ed i 
campioni in cui era stato aggiunto Cloruro di Calmidazolo (CLMZ). Le 
MPCs in cui è stato aggiunto CLMZ (inibitore della via di Wnt non 
canonica, β-catenina indipendente) dimostrano infatti una riduzione di circa 
il 50% nella differenziazione mesenchimale. Questo dato ottenuto è in 
accordo con i precedenti studi e conferma che il contesto sperimentale è 
specifico per la valutazione del differenziamento delle MPCs a MSCs. 
Infatti l’inibizione della via Wnt5/ Calmodulina è strettamente coinvolta con 
tale differenziamento e non con la proliferazione delle cellule MSCs. 
Essendo stata applicata una dose di CLMZ ID50, la riduzione di circa il 50% 
di %ABred (22,43 ± 10,14, n=10) rispetto al controllo (38,10 ± 12,80, n=11) 
conferma la corretta tempistica di differenziamento. 
 
Rispetto al controllo nei campioni trattati con Bortezomib si è osservata 
invece un’aumentata differenziazione mesenchimale confermata da un 
aumento di %ABred nelle concentrazioni 2nM (50,33 ± 20,82, n=9) e 3nM 
(34,83 ±13,05, n=9). Tuttavia solo il trattamento con 2nM ha fornito una 
differenza significativa al test statistico (p < 0,01). 
 
Inoltre l’effetto del Bortezomib in presenza di Calmidazolo non dimostra 
nessuna compensazione dell’inibizione del differenziamento mesenchimale 
nè a 2nM (29,92 ± 15,20, n=10) nè a 3nM ( 26,83 ± 13,96, n=11) (fig. 11). 
Tale risultato suggerisce che anche la spinta differenziativa esercitata dal 
Bortezomib sia dipendente dall’attivazione della via di Wnt5/ Calmodulina. 
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Fig. 11 – Effetto del Bortezomib sul differenziamento mesenchimale delle 
MPCs. 
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Effetto del Bortezomib sullo sprouting angiogenetico 
delle MPCs 
 
Lo sprouting angiogenetico viene valutato mediante l’acquisizione 
d’immagini digitali per ogni sferoide precedentemente preparato tramite la 
tecnica della goccia pendente. 
Le misurazioni sono state effettuate a 7 giorni (fig. 12 - a2, b2, c2, d2) dalla 
semina su Matrigel. Questo perché le valutazioni a 24h (fig. 12 - a1, b1, c1, 
d1) e 72 h (qui non riportate)  hanno dimostrato che occorrono almeno 7 
giorni per ottenere il massimo valore di sprouting. 
 
Il trattamento con Bortezomib dimostra avere un’azione inibitoria dose-
dipendente dello sprouting angiogenetico per concentrazioni pari a 2nM      
(201,58 ± 82,40, n=5), 3 nM (123,82 ± 44,67, n=6) e 5 nM (97,56 ± 52,04, 
n=8) rispetto ad una distanza media di sprouting di 315,49 ± 141,91 
riscontrata nel controllo (n=5) (fig.13). Tuttavia, solo le concentrazioni del 
farmaco di 3nM e 5nM hanno dimostrato una riduzione di almeno il 50% al 
test statistico non parametrico di Kruskal-Wallis con risultati significativi 
(p< 0,05 per Bortezomib 3nM; p < 0,01 per Bortezomib 5nM) (fig. 14). 
 
I dati normalizzati dell’Indice d’Inibizione misurati tra le diverse dosi di 
farmaco (3 e 5 nM) riportano differenze significative suggerendo pertanto 
una correlazione dose-risposta. 
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a. 1                                                                                        a. 2 
 
 
b. 1                                                                                       b. 2 
 
 
c. 1                                                                                        c. 2 
 
 
d. 1                                                                                        d. 2 
 
Fig. 12 - Confronto dello sprouting alle differenti concentrazioni di 
Bortezomib a 24 h (figure n. 1) e a 7 giorni (figura n. 2)  
(a) Controllo                              
(b) Bortezomib 2nM 
(c) Bortezomib 3 nM 
(d) Bortezomib 5 nM 
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Fig. 13 - Inibizione dello sprouting angiogenetico 
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Fig. 14 – Effetto dose-dipendente dell’inibizione dello sprouting angiogenetico. 
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
 
Nel Mieloma Multiplo è presente una perturbazone della Nicchia Midollare 
dovuta alla presenza del clone plasmacellulare.  
Lo sviluppo dei nuovi vasi ed il depauperamento del compartimento osseo 
rappresentano momenti essenziali nella patogenesi della malattia. Si 
mostrano pertanto, particolarmente vantaggiosi quei farmaci che possono 
intervenire modificando l’evoluzione di questi due processi. Questo 
approccio terapeutico mirato (Target Therapy) rappresenta uno strumento 
efficace nel trattamento della patologia mielomatosa [60]. 
Tra i farmaci più efficaci e comunemente usati nel trattamento del MM c’è 
il Bortezomib, un inibitore del proteosoma. Questo farmaco può avere un 
ruolo critico nella regolazione della proliferazione e differenziazione degli 
osteoblasti e ciò è stato dimostrato sia in vitro che in vivo in esperimenti 
effettuati su topi [63]. 
I nostri risultati dimostrano un ulteriore effetto diretto del Bortezomib sulle 
MPCs (i progenitori delle MSCs) e quindi un’azione a monte rispetto al 
differenziamento degli osteoblasti stessi. Per meglio comprendere la 
fisiopatologia del MM infatti, è necessario porre attenzione anche al 
microambiente, che rappresenta la cornice essenziale in cui si sviluppa la 
malattia. All’interno di questa cornice assumono grande importanza proprio 
le cellule MPCs: questi progenitori mesenchimali mostrano un primitivo 
coinvolgimento che può condizionare le popolazioni cellulari stromali che 
da essi originano. È possibile ritenere quindi che l’alterazione delle MPCs 
nel MM, dimostrata dai nostri precedenti esperimenti, sia responsabile delle 
lesioni osteolitiche che caratterizzano la malattia. In conseguenza di ciò, i 
risultati qui riportati, dimostrano uno stimolo del Bortezomib sul 
differenziamento da MPCs a MSCs che potrebbe essere alla base del 
documentato recupero osteogenico nei pazienti trattati. 
Un possibile meccanismo che cerchi di spiegare i risultati ottenuti in questo 
lavoro è collegabile all’azione inibitoria del Bortezomib su una via di 
segnalazione cellulare denominata “via di Wnt non canonica: Wnt5/ 
Calmodulina”. Questa via infatti regola il passaggio differenziativo da 
MPCs ad MSCs.  
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Wnt rappresenta una famiglia di proteine che partecipano ad una serie di 
processi biologici cellulari come l’embriogenesi, l’organogenesi e la 
cancerogenesi [65]. Sono proteine altamente conservate che secernono 
ligandi ricchi di cisteina per unirsi ad uno dei recettori Frizzled (FDZ). Ad 
oggi sono state identificate 19 proteine Wnt nell’uomo insieme a 10 
recettori FZD. Il legame delle Wnt con i rispettivi FZD determina 
l’attivazione di diverse vie (fig.15): 
- la via canonica che coinvolge l’attivazione della β-catenina; 
- e le vie β-catenina indipendenti che agiscono tramite l’azione di 
fosfochinasi, come JNK, CaMK-II, PKC e Calmodulina/ NF-AT [62]. 
Entrambe le vie hanno dimostrato di giocare un ruolo significativo nel 
controllo dell’osteoblastogenesi e nella formazione ossea. In diversi casi 
clinici infatti, sono state trovate mutazioni nei complessi recettore-proteina 
Wnt associabili a cambiamenti della densità minerale ossea e ad un maggior 
numero di fratture [65].  
Sia la via canonica che quelle non canoniche sono implicate nella 
differenziazione e nella proliferazione mesenchimale. In MSCs coltivate, la 
via canonica sembra stimolare la proliferazione e l’auto-rinnovamento, 
mentre la via non canonica Wnt5a/JNK inibisce la proliferazione e 
promuove il differenziamento osteogenico [62]. 
Per quanto riguarda le vie β-catenina indipendenti, bisogna precisare 
l’esistenza di due rami. Il primo è generalmente chiamato via Wnt/JNK ed 
attiva piccole GTPasi quali Rac, Rho, CDC42 e più a valle JNK. L’altra via 
non canonica Wnt-mediata invece, stimola l’aumento intracellulare di Ca2+, 
eventualmente mediato da proteine G. Questa via attiva più target a valle 
come la proteina chinasi C (PKC) e Ca-calmodulina chinasi II (CaMKII). I 
livelli elevati di Ca2+ possono attivare la calcineurina fosfatasi che induce 
la defosforilazione del fattore nucleare di trascrizione delle cellule T attivate 
(NFAT), provocando un accumulo di NFAT nel nucleo e l’attivazione dei 
geni bersaglio [61]. Sembra essere proprio quest’ultima via a regolare il 
differenziamento da MPCs ad MSCs. La proteina Wnt più rappresentativa di 
entrambe le vie sembrerebbe essere la Wnt5a. Questa regola una varietà di 
funzioni cellulari, come la proliferazione, la differenziazione, la migrazione, 
l’adesione e la polarità, svolgendo un ruolo chiave in una varietà di processi 
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cellulari durante lo sviluppo e la carcinogenesi [64]. È importante 
sottolineare che l’espressione della proteina Wnt5a è controllata da NF-kB, 
che può essere implicato come mediatore essenziale non solo per le 
infezioni, ma anche per lo sviluppo del cancro [61]. 
È proprio il ruolo esercitato da NF-kB che potrebbe spiegare l’azione del 
Bortezomib. Questo farmaco infatti ha come meccanismo principale 
l’inibizione di tale fattore. 
 
Fig 15- Pathway di Wnt: via β-catenina dipendente (o canonica) e β-
catenina indipendente (o non canonica). La via canonica vede l’iniziale 
coinvolgimento di recettori di membrana (Frizzled e LRP5/6) attivati dal 
legame con Wnt3a. Tale legame, per mezzo della proteina intracellulare 
Dvl, induce l’inibizione di un complesso proteico (axin, APC, CKI, GSK3) 
che impedisce la fosforilazione della β-catenina e la sua conseguente 
degradazione mediata dal sistema ubiquitina-proteosoma. In questa maniera 
la β-catenina si accumula all’interno della cellula e migra nel nucleo dove 
stimola la trascrizione genica (TCF/LEF). Questa via regola la 
differenziazione e soprattutto la proliferazione cellulare. La via non 
canonica invece non vede la β-catenina come protagonista. Wnt5a si lega al 
recettore Frizzled che lega, sul lato intracitoplasmatico, la Dvl. Questa via 
causa l’attivazione di una proteina G eterotrimerica che porta ad un aumento 
dei livelli di Ca2+ attraverso un meccanismo dipendente da una protein 
kinasi C (PKC). Si attiva così la calcineurina ed altre protein kinasi 
(CamKII) che portano all’attivazione del fattore di trascrizione NFAT. 
Alternativamente, Wnt può stimolare delle kinasi intracellulari che 
comportano delle modificazioni sul citoscheletro regolando così la polarità e 
la migrazione cellulare. 
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Nei nostri esperimenti è stato anche riscontrato che i campioni trattati con 
Bortezomib hanno un minor sprouting angiogenetico. Ciò avvalora quindi 
l’ipotesi secondo cui il Bortezomib sia anche in grado di inibire 
l’angiogenesi delle MPCs. 
L’esatto meccanismo della diminuzione della densità microvascolare 
operato dal Bortezomib nei pazienti con MM è ancora indefinito; tuttavia si 
suppone che alla base della sua azione ci sia un blocco della stimolazione 
sia diretta che indiretta. Il Bortezomib infatti influisce sull’espressione di 
geni coinvolti nella cascata angiogenica (VEGF, IL-6, Ang-1, Ang-2 e IGF-
I) e sulla secrezione di importanti citochine pro-angiogenetiche come l’IL-6 
[66]. 
Il nostro lavoro costituisce quindi una delle prime evidenze di un’ulteriore 
azione diretta sui precursori angiogenetici. 
 
Pertanto i risultati dei due esperimenti svolti rafforzano l’idea che le MPCs 
siano un ulteriore bersaglio del farmaco da noi studiato. Le MPCs si 
delineano quindi come nuove protagoniste all’interno della terapia del MM. 
A tal proposito, sarebbe opportuno valutare ulteriormente l’efficacia della 
nuove terapie e gli effetti che queste possono esercitare sulle MPCs/MSCs e 
sul microambiente. 
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